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1 UVOD  
Zelje (Brassica oleracea var. capitata L.) spada v rod Brassica, ki vključuje približno 40 
vrst. Med njimi je prav zelje najbolj razširjena gojena zelenjadnica – tako v Sloveniji kot v 
svetu (Hudina in sod., 2011). V letu 2017 smo v Sloveniji pridelali 19.575 ton zelja, od 
tega 15.011 ton tržne pridelave (SI-STAT, 2017). Pomembno je, da se vseskozi 
zagotavljajo kakovostne hibridne sorte zelja, ki bodo omogočale oskrbo z zadostnim 
pridelkom za slovenskega potrošnika. S tem namenom poteka na Biotehniški fakulteti v 
okviru Javne službe Ministrstva za kmetijstvo, gozdarstvo in prehrano program žlahtnjenja 
zelja, katerega cilj je pridobiti čim večje število čistih linij z dobrimi kombinacijskimi 
lastnostmi, ki bodo omogočale pridobivanje tržno zanimivih hibridnih sort zelja. 
 
Zelje spada v družino križnic (Brassicaceae), kamor uvrščamo tudi glavnati ohrovt 
(Brassica oleracea L. var. sabauda L.), brstični ohrovt (Brassica oleracea L. var. 
gemmifera DC.), listnati ohrovt (Brassica oleracea L. var. acephala DC.), cvetačo 
(Brassica oleracea L. var. botrytis L.), brokoli (Brassica oleracea L. var. botrytis L. subv. 
italica), kolerabico (Brassica oleracea L. var. gongylodes L.) in kitajski kapus (Brassica 
pekinensis Rupr.) (Hudina in sod., 2011). 
 
Glede na življenjsko dobo je zelje dvoletna rastlina. V prvem letu oblikuje vegetativni del 
(steblo, liste in brste), v drugem letu pa cveti in tvori semena. Zaradi te lastnosti je klasično 
žlahtnjenje dolgotrajno, saj za pridobitev čiste linije potrebujemo več kot 10 let. 
Žlahtnjenje lahko skrajšamo z uporabo biotehnoloških postopkov. Za uspešno trženje 
potrebujemo zadostno količino hibridnega semena, ki ga pridobimo s križanjem čistih linij 
s tržno zanimivimi lastnostmi. Da zagotovimo križanje ter tvorbo hibridnega semena, 
moramo preprečiti samoopraševanje. To lahko storimo na dva različna načina: z vnosom 
moške strerilnosti v semensko linijo ali s pomočjo samoinkompatibilnostnih semenskih 
linij. Druga možnost je enostavnejša in časovno manj potratna. 
 
Izraženost samoinkompatibilnosti lahko preverimo na več načinov: z uporabo 
molekularnih markerjev ali s pomočjo križanja linije belega zelja z rdečim zeljem 
(Brassica oleracea var. capitata f. rubra L.) in oceno fenotipskih lastnosti potomcev. V 
kolikor imajo linije z močno izraženo samoinkompatibilnostjo tudi dobre kombinacijske 
lastnosti, jih lahko neposredno vključimo v križanja za pridobitev hibridnega semena. 
Primerna je tudi metoda, pri kateri oprašene pestiče obarvamo z barvilom, nato pa s 
pomočjo UV mikroskopa preštejemo pelodne cevke. Glede na število vidnih cevk lahko 
nato določimo inkompatibilnostni razred: močna inkompatibilnost (≤10), srednje močna 
inkompatibilnost (10–25) in samokompatibilnost (>25) (Tian in sod., 2013). 
1.1 CILJI NALOGE 
Cilji magistrskega dela so bili določiti izraženost samoinkompatibilnosti s pomočjo 
molekularnih markerjev ter sekvencirati in razvrstiti čiste linije zelja v inkompatibilnostne 
razrede ter podrazrede. Te čiste linije smo vključili v križanje z rdečim zeljem (Brassica 
oleracea var. capitata f. rubra L.), in sicer v prostorski izolaciji na polju s pomočjo 
opraševalcev. 
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Končni namen magistrskega dela je bil opredeliti povezavo med rezultati določanja 
izraženosti samoinkompatibilnosti s pomočjo molekularnih markerjev in rezultati, 
pridobljenimi s pomočjo opazovanja na nivoju fenotipa. 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
Predvidevali smo, da so molekularni markerji primerni za uvrstitev linij zelja v 
inkompatibilnostne razrede. 
 
Z njihovo pomočjo lahko določimo, katere linije imajo močno oziroma šibko izraženo 
samoinkompatibilnost. Menili smo, da lahko rezultate pridobljene s pomočjo molekularnih 
markerjev, potrdimo s pomočjo križanja linij belega in rdečega zelja.  
 
Predvidevali smo tudi, da lahko že z molekularnimi markerji potrdimo, ali je prišlo do 
samooplodnje oziroma križanja. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 SPLOŠNO O ZELJU 
Belo zelje (Brassica oleracea var. capitata L.) je zelo razširjen predstavnik družine 
Brassicaceae (križnice), ki ga gojijo po vsem svetu (Tian in sod., 2013). Izvorno prihajajo 
križnice iz Sredozemlja, zlasti iz Male Azije, gojili pa so jih že Grki in Kelti. Te 
prehransko bogate rastline so pomembna zelenjadnica  po vsem svetu (Pušenjak, 2009). 
 
Zelje spada v rod Brassica, glavnato zelje pa definiramo kot različek (varietas) capitata. 
Poznamo dve obliki glavnatega zelja, in sicer belo (alba) in rdeče (rubra) zelje (Černe, 
1998). Po namenu uporabe spada zelje v skupino kapusnic. Uživamo glavo, ki je v 
botaničnem smislu vegetativni končni brst (Hudina in sod., 2011). 
 
Je dvoletna tujeprašna rastlina. V prvem letu opravi vegetativno rast, kar pomeni, da 
oblikuje steblo, liste ter vegetativne brste. V drugem letu pa cveti in oblikuje semena pod 
pogojem, da je bila rastlina izpostavljena nizkim temperaturam (Hudina in sod., 2011). 
 
Za zelje velja, da ima blagodejni učinek na zdravje in naj bi prekašalo celo mnoge 
zdravilne rastline. Sveže pomaga pri zaprtjih, kislo pa uravnava prebavo in odstranjuje 
strupe iz telesa. Sok iz svežega zelja pripomore pri zdravljenju želodčnih in črevesnih ran, 
obkladki iz listov pa znižujejo visoko telesno temperaturo in lajšajo bolečine pri opeklinah, 
revmi in vnetjih (Osvald in Kogoj-Osvald, 1994). 
2.1.1 Pridelava zelja 
V Sloveniji segajo korenine pridelovanja zelja daleč nazaj. To dokazujejo tudi nekatere 
avtohtone sorte, ki so še danes med slovenskimi pridelovalci precej priljubljene. V 
slovensko sortno listo sta za leto 2018 vpisani dve avtohtoni slovenski sorti, in sicer 
'Emona' in 'Ljubljansko'. Poznamo še tretjo avtohtono sorto, to je 'Kranjsko okroglo'. Poleg 
omenjenih dveh so v sortni listi za leto 2018 vpisane še naslednje sorte: 'Futoško', 
'Nanoško', 'Presnik F1', 'Varaždinsko 2' in 'Varaždinsko 3' (Sortna lista poljščin …, 2018). 
 
Različne sorte potrebujejo različno dolgo obdobje od presajanja do končne dozorelosti. 
Poznamo pomladansko, poletno, pozno poletno, jesensko in prezimno pridelovanje. Pri 
pomladanskem pridelovanju sejemo zelo kmalu (na Primorskem že januarja) in sadike 
gojimo v ogrevanih prostorih. Pri pozno poletnem in jesenskem pridelovanju sejemo v 
neogrevane prostore od aprila do junija, prezimno pridelovanje pa lahko izvajamo samo na 
Primorskem. Sejemo julija in avgusta ter sadike presajamo septembra in oktobra. Pri tem 
pazimo, da izberemo sorte, ki so bolj odporne proti nizkim temperaturam (Osvald in 
Kogoj-Osvald, 1999). 
 
Ker pa je pridelava s setvijo na prosto zamudna in zahteva dodatno delo in oskrbo, se 
pogosteje poslužujemo pridelovanja preko sadik. Sadike lahko kupimo ali pa jih vzgojimo 
sami s setvijo v gojitvene plošče. Izraba površine je tako bolj optimalna, manjša pa je tudi 
poraba semena, kar je velika prednost predvsem pri hibridnih sortah. 
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Zelje je toplotno manj zahtevna zelenjadnica in zahteva za razvoj 15–20 °C, za kalitev pa 
je dovolj že temperatura med 1 in 5 °C (optimalna temperatura za kalitev znaša 20 °C). 
Zagotoviti moramo visoko zračno vlago v času oblikovanja glav, in sicer od 85–90 %, prav 
tako pa morajo biti primerno vlažna tudi tla (okoli 75–80 % poljske kapacitete) (Osvald in 
Kogoj-Osvald, 2003). 
 
Tla za pridelavo zelja naj bodo srednje težka, globoka in bogata z organsko snovjo. Zelju 
odgovarja pH tal med 6,5–7,5, zato se pri izrazito kislih tleh poslužujemo apnenja, dobro 
pa vpliva tudi dodajanje bora in molibdena (Černe, 1998). 
 
V kolobarju spada zelje na prvo poljino, ki jo pred sajenjem pognojimo z uležanim 
hlevskim gnojem ali pa uporabimo podorino. Z makrohranili gnojimo glede na rezultate 
analize tal, odvzem hranil s pridelkom 70 t/ha pa znaša 220 kg/ha N, 76 kg/ha P2O5, 300 
kg/ha K2O, 40 kg/ha MgO in 140 kg/ha CaO (Osvald in Kogoj-Osvald, 2003). 
 
Zelje je primerno za spravilo, ko glave dozorijo. To se pri zgodnejših kultivarjih zgodi po 
50 dneh po presajanju, pri najpoznejših, ki jih gojijo le na Primorskem, pa tudi po več kot 
180 dneh. Sorte, ki so primerne za kisanje, morajo zoreti vsaj 90 dni (Pušenjak, 2009). 
2.1.2 Razmnoževanje in žlahtnjenje zelja 
Zelje je dvoletna tujeprašna rastlina. Razmnožujemo ga lahko vegetativno (vendar samo za 
potrebe žlahtnjenja) ali pa s pomočjo hibridnega semena. Vegetativno razmnoževanje 
uporabljamo takrat, ko moramo rastline ohranjati dlje časa, da jih lahko preučimo in nato 
uporabimo. Na splošno pri kapusnicah vegetativno razmnožujemo iz spečih brstov,  listnih 
in stebeljnih poganjkov (Černe, 1998). 
 
Za pridobitev hibridnega semena najprej potrebujemo čiste linije, ki jih pridobimo s 
samoopraševanjem. Samoopraševanje izvajamo pet do šest generacij zapored, in sicer 
oprašimo cvet 2 do 3 dni pred odprtjem s cvetnim prahom iste rastline in cvet zaščitimo z 
vrečko. S tem pridobimo homozigotne rastline, ki jih lahko uporabimo kot starševske 
rastline pri pridobivanju hibridnega semena (Černe, 1998). Pred vključitvijo rastlin v 
križanje se moramo prepričati, da so samoinkompatibilne oziroma moramo v semensko 
linijo vnesti moško sterilnost (ali pa jo povzročiti s kemičnimi sredstvi). 
 
Ker je pridobivanje čistih linij s pomočjo samoopraševanja dolgotrajen proces, ki zahteva 
veliko ročnega dela, se lahko poslužimo tudi drugih tehnik. Čisto linijo lahko pridobimo z 
indukcijo haploidov z metodo kulture mikrospor (Rudolf in Bohanec, 2003). Za 
pridobivanje haploidov lahko uporabimo dve metodi, in sicer ginogenezo ali androgenezo. 
Ginogeneza je razvoj haploida iz ženskega gametofita, androgeneza pa pomeni razvoj 
haploida iz moške spolne celice (Bohanec, 1992). Večkrat uporabljena metoda je 
androgeneza, saj pri ginogenezi pridobimo bistveno manjši delež podvojenih haploidov. 
Androgenezo lahko izvedemo na dva načina in sicer s kulturo prašnic in kulturo izoliranih 
mikrospor. Kultura mikrospor je sicer zahtevnejša metoda, vendar je zaradi popolnega 
onemogočenja vpliva somatskega tkiva na embriogenezo pogosteje uporabljena (Murovec, 
2013). 
5 
Čebin A. Določanje samoinkompatibilnostnih alelov ... s pomočjo molekularnih markerjev.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2019  
 
 
 
Pri pridobivanju hibridnega semena je pri tujeprašnicah potrebno upoštevati prostorsko 
izolacijo, ki obsega 600 do 2000 m, da čebele na rastline ne prenesejo peloda drugih sort. 
Pomembno je tudi, da v naših razmerah sejemo zgodnje sorte pozneje, saj morajo v 
tehnološki zrelosti prezimiti in semeniti naslednje leto. Seme pri zelju (in tudi nekaterih 
drugih kapusnicah) namreč potrebuje jarovizacijo, to je obdobje nizkih temperatur za 
prehod iz vegetativne v generativno fazo. Pri zelju znašajo te temperature od 2 do 10 °C, 
trajati pa morajo od 4 do 9 tednov, odvisno od zgodnosti sorte (Černe, 1998). 
2.2 SAMOINKOMPATIBILNOST 
Pri cvetočih rastlinah po vsem svetu zasledimo vrsto mehanizmov, ki preprečujejo 
oploditev med seboj zelo sorodnih organizmov. Najpogosteje zastopan je mehanizem, 
imenovan samoinkompatibilnost, ki pomeni nezmožnost fertilne dvospolne rastline, da se 
samooplodi (McCubbin in Kao, 1996). 
 
Pri žlahtnjenju rastlin ima samoinkompatibilnost pomembno vlogo, in sicer iz dveh 
nasprotujočih si vidikov. Pri pridobivanju homozigotnih linij lahko predstavlja problem, 
saj onemogoča samoopraševanje. Po drugi strani pa olajša in časovno močno skrajša 
pridobivanje hibridnega semena, saj ženskih starševskih rastlin ni potrebno sterilizirati 
(Rudolf Pilih, 2006). 
2.2.1 Delitev sistema samoinkompatibilnosti 
Pri sistemu samoinkompatibilnosti poznamo dva načina zavrnitve peloda: gametofitno 
samoinkompatibilnost in sporofitno samoinkompatibilnost. 
2.2.1.1 Gametofitna samoinkompatibilnost 
Gametofitna oblika samoinkompatibilnosti (GSI) se pojavlja pri predstavnikih družin 
Solanaceae, Rosaceae, Scrophulariaceae, Fabaceae, Onagraceae, Campanulaceae, 
Papaveraceae in Poaceae. Zavrnitev peloda je nadzorovana preko haploidnega pelodnega 
genoma (Rudolf Pilih, 2006). Vsak posamezen alel, ki ga poseduje pelodno zrno, reagira v 
vratu pestiča (ki je diploidno sporofitno tkivo) (Slika 1). Do oploditve pride le v primeru, 
ko reagirata dva povsem različna alela (Chahal in Gosal, 2002). 
 
Pri procesu sodelujejo proteini v vratu pestiča, ki jih imenujemo S-RNaze. Delujejo na 
aktivnost ribonukleaz in se med seboj razlikujejo glede na različne S-alele. S-RNaze so 
ključni faktor pri prepoznavanju in zavračanju lastnega peloda, ki vodi v inhibicijo pelodne 
cevi (McCubbin in Kao, 1996). 
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Slika 1: Zavrnitev in sprejem peloda pri gametofitnem sistemu samoinkompatibilnosti (Golz in sod., 1995) 
2.2.1.2 Sporofitna samoinkompatibilnost 
Sistem sporofitne samoinkompatibilnosti (SSI) poznamo pri predstavnikih družin 
Brassicaceae, Asteraceae, Convolvulaceae, Betulaceae, Caryophyllaceae, Sterculiaceae in 
Polemoniaceae. Kontrolira ga diploidni genom rastline. Zavrnitev peloda (Slika 2) se 
pojavi že pred kaljenjem ali pa kmalu po začetku rasti pelodne cevi (Rudolf Pilih, 2006). 
Mehanizem SSI se pojavi 1 do 2 dni pred cvetenjem, pred tem pa brazda pestiča ni 
sposobna zavrniti nekompatibilnega cvetnega prahu. Brazda je najprimernejša za oprašitev 
6 dni pred in 2–3 dni po odpiranju cvetov, pelod pa ima največjo zmožnost oprašitve 2 dni 
pred in 1 dan po začetku cvetenja (Zhiyuan in sod., 2000). 
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Slika 2: Zavrnitev in sprejem peloda pri sporofitni samoinkompatibilnosti (Golz in sod., 1995) 
Obe alelni obliki pri SSI lahko pripišemo pelodu, saj so pelodna zrna pokrita z 
glikoproteini, ki so rezultat očetovega sporofita. Gre za diploidno tkivo, ki reagira z brazdo 
pestiča, zato reakcijo nadzoruje diploidni genom rastline. 
2.2.2 Mehanizmi in geni, ki sodelujejo pri samoinkompatibilnosti 
V družini Brassicaceae je odločilnega pomena S-lokus. Z njim sta povezana najmanj dva 
gena, ki spadata v družino S genov. Prvi gen kodira protein SLG (S-lokus glikoprotein). Ta 
je sestavljen iz dveh delov in sicer signalnega peptida, ki se po translaciji odcepi in 
glikoproteinskega dela. Drugi gen pa kodira membranski protein S-lokus receptor kinazo 
(SRK). Ugotovljena je bila velika podobnost med sekvencama SLG proteina in 
izvencelične domene SRK proteina (Rudolf Pilih, 2006). 
 
Pri prepoznavanju genotipa peloda sodeluje tudi moška domena in sicer SCR gen, ki 
kodira SCR protein (S-lokus cysteine-rich protein). Včasih se ga poimenuje tudi SP11 (S-
lokus protein 11) (Ivanov in sod., 2010). Ta protein se veže in reagira s SRK proteinom, ki 
je ženska domena. Do zavrnitve peloda pride v primeru, ko se pokaže identičnost 
genotipov pestiča in pelodnih zrn (Tian in sod., 2013). 
 
Čeprav sta SRK in SCR ključna faktorja pri SI sistemu, pa v njem sodeluje še precej 
drugih komponent: ARC1 (E3 ubikitin ligaza arm-repeat containing1), MLPK (M-lokus 
protein kinaza) in THL1 (thioredoksin H-like1). ARC1 in MLPK sta pozitivna regulatorja, 
medtem ko THL1 na odziv vpliva negativno. Poznamo tudi KAPP (kinase-associated 
protein phosphatase), protein kalmodulin in SNX1 (sorting nexin1), vendar so njihove 
funkcije pri SI slabo raziskane (Ivanov in sod., 2010). 
 
S-lokus je polimorfen in se lahko pojavlja v številnih oblikah. Pri vrsti Brassica campestris 
so odkrili 30 različnih oblik S haplotipov, pri vrsti Brassica oleracea pa preko 50 (Park in 
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sod., 2002). Glede na to, kako močno je izražena samoinkompatibilnost, se te alele deli v 
dva razreda (Rudolf Pilih, 2006): 
 
- razred I (aleli z visoko aktivnostjo): imajo dominanten inkompatibilnostni fenotip, 
samoinkompatibilnost pa je močno izražena. V primeru samooprašitve se v povprečju 
razvije zgolj od 0 do 10 pelodnih cevi; 
- razred II (aleli z nizko aktivnostjo): zanje je značilen recesiven inkompatibilnostni 
fenotip s šibko izraženo samoinkompatibilnostjo. Pri samooprašitvi se v povprečju 
razvije od 10 do 30 pelodnih cevk. 
 
Xiao in sod. so ugotovili, da se tudi znotraj razreda II lahko pojavijo močno 
samoinkompatibilne rastline. Izračun indeksa kompatibilnosti (ang. Compatibility Index) 
CI je po pregledu rasti pelodnih cevk pri liniji iz razreda II znašal 0,6. Indeks, manjši od 1, 
je pokazatelj visoke inkompatibilnosti (Xiao in sod., 2019).  
2.2.3 SRK gen 
SRK gen kodira S-lokus receptor kinazo, ki je sestavljena iz treh regij: ekstracelularne S-
domene, transmembranske domene in citoplazmatske kinazne domene (Slika 3). Izrazi se v 
brazdi pestiča, oblikuje homodimero in pri oprašitvi reagira s SCR proteinom (Doucet in 
sod., 2016). S-domena je odgovorna za primerjavo fenotipov peloda in pestiča in je izredno 
polimorfna. Na njej se nahajajo tri zelo raznolike regije, ki so locirane na 173-188aa, 238-
274aa in 296-310aa (Tian in sod., 2013). 
 
 
 
Slika 3: Shematski prikaz S-lokusa – geni SLG, SCR in SRK (rdeči puščici prikazujeta mesto prileganja 
nekaterih začetnih oligonukleotidov pri pomnoževanju segmenta S-domene) (Paetsch in sod., 2010) 
2.3 POMEN SAMOINKOMPATIBILNOSTI V ŽLAHTNJENJU 
V žlahtnjenju ima sistem samoinkompatibilnosti dva nasprotujoča si pomena. Zaželjen je 
pri pridobivanju hibridnega semena, kjer ne želimo, da prihaja do samooprašitve. 
Samoinkompatibilnost pa je nestabilna in podvržena okoljskim dejavnikom (kot npr. suši 
in visokim temperaturam), lahko pa je tudi prešibko izražena. V primerih, ko ne moremo 
uporabiti sistema samoinkompatibilnosti, se lahko poslužujemo tudi drugih metod 
preprečevanja samooprašitve. Eden od načinov je vnos moške sterilnosti (na primer CMS – 
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citoplazmatske moške sterilnosti) v linijo. Tako dobimo rastline, ki imajo sterilen pelod ali 
pa zakrnele oziroma nedozorele prašnike, jajčne celice pa se tvorijo normalno (Podržaj, 
2018). Problem vnosa moške sterilnosti predstavljajo povratna križanja, ki pri zelju trajajo 
zelo dolgo, saj je dvoletnica. 
 
Za doseganje moške sterilnosti lahko uporabimo tudi kemična sredstva, s katerimi 
preprečimo nastanek peloda. To so lahko gametocidi, polenocidi, androcidi in sredstva za 
zaviranje nastanka peloda. Skupno jih imenujemo tudi hibridizacijski kemični agenti 
(CHA). Slaba lastnost teh sredstev je, da je tako pridobljena sterilnost podvržena okolju, 
lahko pa pri rastlinah povzročijo tudi morfološke težave (Podržaj, 2018). 
 
Samoinkompatibilnost pa v žlahtnjenju ni zaželjena pri pridobivanju čistih linij. Za 
pridobitev čiste linije samooprašujemo rastline pet do šest generacij zapored, to pa moramo 
v primeru samoinkompatibilnosti storiti nekaj dni pred odprtjem cvetov (Černe, 1998; 
Palloix in sod., 1985). Takšno delo je zamudno in zahteva veliko ročnega dela. 
Alternativno metodo predstavlja indukcija haploidov (poglavje 2.1.2 Razmnoževanje in 
žlahtnjenje zelja). 
2.3.1 Mehanizmi za oslabitev samoinkompatibilnosti 
Izražanje samoinkompatibilnosti je možno oslabiti z razlinčnimi postopki in tretiranji 
pestiča oziroma peloda. Eden od načinov je tretiranje cvetov z različnimi koncentracijami 
CO2. Palloix in sod. so pokazali, da koncentracija apliciranega CO2 (3 do 5 %) pri 100 % 
relativni zračni vlagi vpliva na predčasno znižanje kvalitete peloda pri cvetači (Brassica 
oleracea). Ta koncentracija je pri samoinkompatibilnih rastlinah cvetače povečala 
oprijemanje peloda na brazdo pestiča ter tudi samo kalitev. Pojav kaloze na pestiču se je 
zmanjšal na stopnjo, ki je značilna za samokompatibilne rastline, število razvitih pelodnih 
cevk v vratu pestiča pa se je pri tretiranih cvetovih povečalo. Največji vpliv na zaviranje 
inkompatibilnostnih mehanizmov je imelo tretiranje s koncentracijo CO2 med 4 in 6 % pri 
100 % relativni zračni vlagi, in sicer z aplikacijo za 8, 16 ali 24 ur (Palloix in sod., 1985). 
Tudi drugi raziskovalci poročajo, da se je samooploditev pri 6 % koncentraciji CO2  in 80 
% relativni zračni vlagi  močno zvišala (Möhring in sod., 1999). 
 
Stopnjo samoinkompatibilnosti je možno zmanjšati tudi s tretiranjem brazde pestiča z 
raztopino NaCl. Pršenje z 8 % raztopino NaCl se je izkazalo za zelo učinkovito in precej 
preprosto metodo. Pri izvajanju poskusa pa se je pokazalo, da je raztopino dokaj težko 
nanesti neposredno na vse pestiče (Möhring in sod., 1999). Tingdong in sod. so ugotovili, 
da je optimalna koncentracija raztopine 5 % NaCl pri pršenju rastlin vsakih 3 do 5 dni med 
celotnim obdobjem cvetenja. Poleg tega poročajo, da je bila aplikacija na brazdo in 
prašnice učinkovitejša kot nanos na samo enega od obeh omenjenih cvetnih delov 
(Tingdong in sod., 1992). 
 
Še en mehanizem za oslabitev samoinkompatibilnosti je tretiranje brazde z visoko 
temperaturo. Raziskava, ki je bila narejena na cvetovih rastlin Brassica oleracea, Brassica 
campestris in Raphanus sativus je pokazala, da tretiranje pestiča s temperaturo 40°C za 15 
minut zmanjša samoinkompatibilnost. Podoben učinek je bil dosežen pri temperaturi 50°C, 
a se je izkazalo, da je bilo zavrto tudi izdolževanje pelodne cevke v vrat pestiča. Zanimiva 
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je tudi reverzibilnost procesa, ki je bila odvisna od temperature, pri kateri je bila gojena 
posamezna rastlina. Pri rastlinah, gojenih na 15/5°C (dnevna/nočna temperatura), se je 
samoinkompatibilnost povrnila po dveh urah po tretiranju. Pri rastlinah, gojenih na 
20/10°C in 25/15°C, pa se to ni zgodilo. Raziskava navaja, da visoka temperatura bolj 
verjetno vpliva na penetracijo pelodnih cevk v pestič kot pa na sistem prepoznavanja med 
pelodom in pestičem (Okazaki in Hinata, 1987). 
 
Obstaja še en način, kako lahko uspešno samooprašimo samoinkompatibilne rastline in 
sicer ročno opraševanje zaprtih cvetov s pelodom iz odprtih cvetov (Möhring in sod., 1999; 
Tingdong in sod., 1992). Takšno opraševanje opravljamo 3–5 dni pred odprtjem cvetov 
(Palloix in sod., 1985), saj se sporofitna samoinkompatibilnost pri zelju pojavi šele dan ali 
dva pred cvetenjem (Rudolf Pilih, 2006). Poleg opraševanja pred pojavom sistema 
samoinkompatibilnosti se lahko pri nekaterih vrstah odločimo tudi za opraševanje z 
zakasnitvijo, torej proti koncu rastne dobe ali pri zelo zrelih rastlinah (Chahal in Gosal, 
2002). 
2.4 METODE DOLOČANJA SAMOINKOMPATIBILNOSTI 
2.4.1 Določanje z molekularnimi markerji 
Stopnjo samoinkompatibilnosti lahko določimo na različne načine. Najbolj razširjena je 
metoda določanja z molekularnimi markerji, ki so jih razvili v ta namen. Vsak par 
oligonukleotidnih začetnikov s pomočjo PCR reakcije pomnožuje določeno regijo. 
Nekateri so specifični za razred I, drugi za razred II, tretji pa pomnožujejo oba razreda S 
haplotipov. S pomočjo sekvenciranja in BLAST primerjave lahko indentificiramo različne 
S haplotipe, saj se njihove sekvence nahajajo na spletu (Tian in sod., 2013). 
Določanje inkompatibilnostnih razredov poteka s pomočjo gelske elektroforeze in 
vizualizacije fragmentov na agaroznem gelu. Gelska elektroforeza deluje na osnovi 
različnih dolžin produktov, ki jih nanesemo na agarozni gel in s pomočjo električnega toka 
potujejo po njem. Gel deluje kot mreža, zato različno dolgi produkti prepotujejo različno 
dolgo pot. 
 
Wang in sod. so v raziskavi iz leta 2018 uporabili sedem parov začetnih oligonukleotidov 
za določanje S-haplotipov pri redkvici (Raphus sativus) – nekatere od njih lahko zaradi 
sorodnosti uporabimo tudi pri zelju (Brassica oleracea var. capitata L.) (Wang in sod., 
2018). Park in sod. so uporabili dva para začetnih oligonukleotidov, ki pomonožujeta 
kinazno domeno (pri zelju) (Park in sod., 2002). Tian in sod. pa so v raziskavi uporabili 8 
različnih parov, ki pomnožujejo kinazno domeno oziroma S-domeno proteina SRK ter 
proteina SCR (Tian in sod., 2013). Oznake začetnih oligonukleotidov, ki so bili uporabljeni 
pri raziskavah na zelju in nekatere njihove lastnosti se nahajajo spodaj (Preglednica 1). 
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Preglednica 1: Uporabljeni pari začetnih oligonukleotidov ter nekatere njihove lastnosti 
Oznaka začetnega 
oligonukleotida 
(forward/reverse) 
Pomnoževalna 
regija 
Inkompa- 
tibilnostni 
razred 
Temperatura 
prileganja 
[°C] 
Vir 
PK1/PK4 Kinazna domena I 55 Tian in sod., 2013, 
Wang in sod., 2018 
S29SF/S29SR S-domena I 57 Tian in sod., 2013 
SR15SDF3/SR15DR3 S-domena II 53 Tian in sod., 2013 
DF/DR Kinazna domena I in II 55 Tian in sod., 2013 
BoSC2F1/BoSC2R1 SCR protein II 51 Tian in sod., 2013 
BoSC2F2/BoSC2R2 SCR protein II 49 Tian in sod., 2013 
S15SPF/S15SPR SCR protein II 50 Tian in sod., 2013 
KD5/KD8 Kinazna domena I 63 Park in sod., 2002, 
Wang in sod., 2018  
KD4/KD7 Kinazna domena II 61 Park in sod., 2002, 
Tian in sod., 2013, 
Wang in sod., 2018 
 
Različni pari začetnih oligonukleotidov pomnožujejo različne odseke znotraj posameznih 
domen. Začetni oligonukleotid PK1/PK4 pomnožuje sekvenco od eksona 2 do 5 (Wang in 
sod., 2018), DF/DR pa od eksona 5 do 7 (Tian in sod., 2013). Začetna oligonukleotida 
KD5/KD8 in KD4/KD7 pa znotraj kinazne domene pomnožujeta zaporedje od 5. do 7. oz. 
4. do 7. eksona (Park in sod., 2002). S-domena SRK gena zajema ekson 1, zato tudi 
začetna oligonukleotida S29SF/S29SR in SR15SDF3/SR15DR3 pomnožujeta v območju 
1. eksona. 
 
PCR produktom je možno s pomočjo metode sekvenciranja po Sangerju določili tudi 
nukleotidno zaporedje. Metoda temelji na vgrajevanju dideoksi terminatorskih nukleotidov 
(ddNTP) v verigo DNA. Kjer se posamezen ddNTP vključi v verigo, se le ta ne pomnožuje 
več. Tako dobimo pomnožene fragmente iste molekule, ki pa se po dolžini razlikujejo za 
eno bazo. Vsak od štirih ddNTP je označen s svojo fluorescentno barvo, zato lahko s 
pomočjo kapilarne elektroforeze določimo nukleotidno zaporedje. Deluje tako, da 
posamezni fragmenti DNA prehajajo skozi detektor, ta pa zazna fluorescenco vgrajenega 
ddNTP. Zaporedje, ki je zaznano, se nato shrani v digitalni obliki. 
2.4.2 Določanje s kalitvijo peloda 
Za določevanje S haplotipov rodu Brassica se uporablja tudi metoda pregledovanja s 
fluorescentnim mikroskopom (Safavian in Goring, 2013; Hadj-Arab in sod., 2010). Je 
hitrejša in natančnejša od preverjanja s križanjem. Cvetove je potrebno ročno oprašiti, nato 
pa se dan po oprašitvi odstrani pestiče. Sledi toplotna inkubacija ter tretiranje z različnimi 
kemikalijami. Pestiče se nato obarva z anilin modro barvo in pazljivo prešteje pelodne 
cevke pod mikroskopom in UV svetlobo. Glede na število pelodnih cevk lahko ugotovimo 
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kompatibilnost oziroma inkompatiblinost med pelodom in brazdo pestiča (Tian in sod., 
2013). 
2.4.3 Določanje fenotipskih lastnosti 
Pred razvojem molekularnih metod preverjanja S haplotipov in pred uporabo 
fluorescentnega mikroskopa je bilo rastline potrebno preveriti s križanjem in določanjem 
fenotipskih lastnosti. Postopek poteka tako, da skupaj s homozigotnimi rastlinami 
posadimo nekaj rastlin, ki so izrazito dominantne narave (npr. rdeče zelje ali listnati 
ohrovt). Čiste linije se oprašujejo tako s cvetnim prahom iste linije kot tudi s cvetnim 
prahom rastlin, ki imajo dominantno lastnost. Če imajo vsi potomci čiste linije lastnosti 
dominantne rastline, je linija samoinkompatibilna (Černe, 1998).  
2.5 UPORABA MIKROSATELITNIH MARKERJEV ZA ANALIZO 
STARŠEVSTVA 
Pri genetskih raziskavah rastlin so molekularni markerji zelo uporabni, med njimi še 
posebej mikrosateliti, ker so enakomerno razpršeni po genomu in se izražajo 
kodominantno. Z njihovo pomočjo se preučuje raznolikosti, izvaja starševske analize in 
genotipizacijo ter izdeluje genske karte (Bandelj, 2006). 
 
V genomu višjih organizmov najdemo številne kopije mikrosatelitov, tandemsko 
ponavljajočih se zaporedij DNA, ki jih imenujemo satelitna DNA. Delimo jo glede na 
dolžino enote ponovitve, in sicer na satelite (enota ponovitve je dolga nekaj tisoč baznih 
parov), minisatelite (enota ponovitve dolga več kot 10 bp) in mikrosatelite (enota 
ponovitve je dolga od 2 do 8 baznih parov) (Štajner, 2010). 
 
Z izrazom mikrosateliti so včasih poimenovali samo ponovitve dinukleotidnega motiva 
CA/GT (Weber in May, 1989). Ostala ponovljiva zaporedja so poimenovali z drugimi 
imeni, na primer SSRs (short sequence repeats oz. enostavna kratka zaporedja), STRs 
(short tandem repeats oz. kratke tandemske ponovitve) in VNTRs (Variable Number of 
Tandem Repeats – spremenljivo število tandemskih ponovitev) (Štajner, 2010). 
 
S pomočjo mikrosatelitnih markerjev lahko izvajamo analize starševstva oziroma 
identitete. Prav tako lahko preverjamo heterotični učinek in čistočo hibridov z analizo 
pomnožkov, pridobljenih z mikrosatelitnimi markerji. V raziskavi, kjer so analizirali 
starševske rastline 20 hibridov, so potrdili uporabo mikrosatelitnih markerjev kot primerno 
metodo (Li in sod., 2018). 
 
Pomnoževanje mikrosatelitov poteka s pomočjo fluorescentno označenih parov začetnih 
oligonukleotidov. Pri pripravi PCR mešanice tako uporabimo tri. Enemu izmed lokusno 
specifičnih začetnih oligonukleotidov dodamo na 5'  konec 18 bp dolgo M13 (-21) 
zaporedje: 5'-TGT-AAA-ACG-ACG-GCC-AGT-3'. Uporabimo tudi tretji začetni 
oligonukleotid, ki je na 5' koncu označen s fluorescentno molekulo in ima enako M13 (-21) 
zaporedje. Ta pri določenih pogojih v PCR reakciji v pomnožene fragmente vgrajuje 
fluorescentna zaporedja (Slika 4) (Schuelke, 2000). 
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Slika 4: Shematski prikaz vezave lokusno specifičnih začetnih oligonukleotidov in fluorescentnega začetnega 
oligonukleotida M13(-21) pri PCR reakciji: A in B predstavljata lokusno specifičen začetni oligonukleotid, C 
pa označuje univerzalni začetni oligonukleotid z zaporedjem M13(-21) in fluorescentno nalepko FAM. Na 
»forward« začetni oligonukleotid (A) je pripeto enako zaporedje M13(-21). Shema D prikazuje 
pomnoževanje z obema lokusno specifičnima začetnima oligonukleotidoma, shema E pa vezavo M13(-21) na 
lokusno specifični »forward« začetni oligonukleotid. Zadnja faza (F) prikazuje končni produkt s 
fluorescentno nalepko. (Scheulke, 2000: 233-234) 
Produkte PCR reakcije lahko zaradi vezane fluorescentne značke ločimo s pomočjo 
kapilarne elektroforeze. 
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3 MATERIAL IN METODE  
3.1 RASTLINSKI MATERIAL 
V poskus je bilo vključenih 114 čistih linij belega zelja (Brassica oleracea var. capitata 
L.), ki so bile pridobljene z indukcijo podvojenih haploidov s pomočjo  kulture mikrospor 
(podatki o izvornih genotipih se nahajajo v Preglednici 2). Rastline so bile vključene v 
žlahtniteljski program žlahtnjenja zelja, ki poteka na Biotehniški fakulteti v Ljubljani kot 
del Javne službe Ministrstva za kmetijstvo, gozdarstvo in prehrano. 
Preglednica 2: Seznam in podatki o čistih linijah zelja, vključenih v poskus določanja inkompatibilnostnih 
razredov in podrazredov 
Izhodiščni genotip Čiste linije 
165 x KO 34, 67, 235  
2 x Atria F1 159, 249, 297 
278 x Burton F1 26, 65, 275, 341 
5 x Atria F1 121, 147, 148, 149, 151, 152, 253, 254, 293 
6 x Atria F1 142 
7 x Atria F1 64, 88, 114, 123, 124, 125, 261, 263, 549 
8 x Atria F1 84, 85, 127, 136, 266, 267, 280, 552 
92 x Atria F1 129, 270, 278 
92 x KO 39, 81, 96, 177, 326 
Atria F1 x 165 246, 247 
Atria F1 x 2 248, 298, 301 
Atria F1 x 4 62, 106, 154, 155, 156, 157, 250, 251, 295, 545, 557 
Atria F1 x 5 44, 252 
Atria F1 x 6 63, 122, 144, 145, 237, 255, 256 
Atria F1 x 7 37, 138, 141, 258 
Atria F1 x KO 36, 163 
Autumn Queen F1 11, 49, 52 
Fieldwinner F1 171, 303, 304, 612 
Grandslam F1 168, 311 
KO x (36 x 165) 33, 332 
KO x 165 68, 348, 560, 561 
KO x 4 98, 227 
KO x 5 74, 75, 110, 113, 189, 192, 338, 356, 373 
KO x 6 204 
KO x 7 207, 209, 210, 211, 216, 359, 564 
KO x 92 183 
Krautman F1 79, 176 
Presnik F1 598 
 
Rastline čistih linij so bile gojene v rastlinjaku. Uporabili smo sterilen glinen substrat 
(Klasmann-Deilmann), ki smo mu dodali gnojilo s podaljšanim sproščanjem Osmocote 
15 
Čebin A. Določanje samoinkompatibilnostnih alelov ... s pomočjo molekularnih markerjev.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2019  
 
 
 
exact (15-9-12+2MgO+TE). Rastline so bile tri mesece izpostavljene nizkim temperaturam 
(0–5°C). 
 
V poskus smo vključili 114 rastlin, ki izvirajo iz različnih genotipov. Vsem vključenim 
linijam smo določili inkompatiblinostni razred (I ali II), 66 izbranim rastlinam pa tudi 
podrazred s primerjavo v genski bazi. Izbrali smo 38 linij (vse) iz razreda I in 28 linij iz 
razreda II. Pozorni smo bili, da smo od vsakega genotipa izbrali vsaj eno linijo za določitev 
podrazreda. V preglednici spodaj (Preglednica 2) so navedeni izhodiščni genotipi 
vključenih čistih linij. 
3.2 IZOLACIJA DNA 
Vzorce za izolacijo smo nabrali v rastlinjaku Biotehniške fakultete v Ljubljani. Za izolacijo 
DNA smo od vsake rastline odvzeli nekaj mladih listov ter jih shranili v označene 
petrijevke. Vsi vzorci so bili nato prenešeni v genetski laboratorij, kjer smo izvedli 
izolacijo. 
 
Izolacija iz rastlinskega tkiva je potekala po prirejeni metodi CTAB 
(heksadeciltrimetilamonijev bromid) (Kump in Javornik, 1996). Izolacija rastlinske DNA 
je potekala v brezprašni komori pri sterilnih pogojih. 
 
1. Rastlinski material smo drobno narezali, po vsaki uporabi pa smo pribor sterilizirali s 
70 % etanolom. V vsako mikrocentrifugirko smo prenesli nekaj narezanega 
rastlinskega tkiva, dodali dve kovinski kroglici in prelili s 700 µl CTAB pufra. 
Mikrocentrifugirke smo vpeli v stresalnik in stresali 1 minuto pri frekvenci 20 hz.  
2. Vzorce smo nato prenesli v nove 2 ml mikrocentrifugirke in odstranili peno, ki se je 
pojavila zaradi stresanja. Predhodno smo segreli vodno kopel na 68°C in inkubirali 
vzorce 1 uro.  
3. Po končani inkubaciji smo vzorcem dodali 700 µl topila kloroform, dobro premešali 
in centrifugirali 12 minut pri sili 10 000 g in temperaturi 4°C.  
4. Nato smo pripravili in ustrezno označili nove, sterilne 1,5 ml mikrocentrifugirke in 
vanje prenesli supernatant. Dodali smo 700 µl ledeno mrzlega izopropanola ter 70 µl 
3 M natrijevega acetata.. Vzorce smo dobro pretresli ter jih postavili na temperaturo -
20°C za 30 minut.  
5. Vzorce smo centrifugirali 12 minut pri sili 10 000 g in temperaturi 4°C ter odlili 
tekočino. Na dnu mikrocentrifugirk se je oborila DNA, ki smo ji dodali 1 ml 70 % 
etanola.  
6. Vzorce smo ponovno centrifugirali 12 minut pri sili 10 000 g in temperaturi 23°C, 
nato pa previdno odlili in odpipetirali etanol. Mikrocentrifugirke smo pustili nekaj 
časa odprte, da je izhlapel še preostali etanol.  
7. Oborjeni DNA smo nato dodali še 60 µl TE pufra in mikrocentrifugirke postavili čez 
noč v hladilnik. V tem času se je DNA v pufru raztopila, zato smo vzorce do 
nadaljne uporabe shranili v zmrzovalniku pri temperaturi -20°C. 
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3.2.1 Merjenje koncentracije DNA 
Koncentracijo DNA smo merili fluorometrično. Za opravljanje meritev smo uporabili 
napravo znamke DyNA Quant™ 200 proizvajalca Hoefer (Amersham Biosciences Corp., 
VB). Glede na priložena navodila smo pripravili svežo delovno raztopino za 114 vzorcev 
(Preglednica 3). 
Preglednica 3: Reagenti in potreben volumen za pripravo delovne raztopine za merjenje koncentracije DNA 
Reagent Volumen za pripravo 100 ml 
delovne raztopine 
1 µl/ml fluorescentno barvilo H 33258 10 µl 
10 x TNE pufer 10 ml 
Destilirana voda 90 ml 
 
Pripravili smo 1 x TNE pufer (100 mM NaCl, 10 mM Tris, 1 mM EDTA), fluorescentno 
barvilo Hoechts 33258 (1 µl/ml) in destilirano vodo. Na napravi smo izbrali območje 
končne koncentracije DNA (100-5000 ng/ml). Pripravili smo tudi DNA standard 100 
ng/ml. Umerjanje naprave je potekalo tako, da smo najprej odpipetirali v kiveto 2 ml 
delovne raztopine in vnesli koncentracijo 0 ng/ml. Nato smo dodali raztopini 2 µl 
standarda 100 ng/ml in vnesli koncentracijo 100 ng/ml. Naprava je bila tako pripravljena 
na merjenje koncentracije vzorcev. 
 
Pred vsakim merjenjem smo kiveto dobro sprali z destilirano vodo in zunanje stranice do 
suhega obrisali. V kiveto smo prenesli 2 ml delovne raztopine in napravo umerili na 
koncentracijo 0 ng/ml, nato pa smo dodali še 2 µl vzorca DNA, rahlo pretresli kiveto in 
zapisali izmerjeno koncentracijo (v ng/ml). 
 
Za uporabo v PCR reakciji je bilo vzorce potrebno razredčiti do končne koncentracije 5 
ng/ml. To smo storili tako, da smo v nove, sterilne in označene mikrocentrifugirke prenesli 
potrebno količino rastlinske DNA (glede na izmerjeno koncentracijo) ter destilirane vode. 
Končni volumen raztopine je znašal 100 µl. 
3.3 PRIPRAVA IN POTEK PCR REAKCIJE 
Za pripravo mešanice za PCR reakcijo smo uporabili sterilno vodo (dH2O), 5 x PCR pufer 
(Promega), 10 mM deoksinukleotide (dATP, dCTP, dGTP in dTTP), 25 mM MgCl2 
(Promega), 5 U/µl GoTaq® DNA polimerazo (Promega) in 10 µM delovni raztopini obeh 
lokusno specifičnih začetnih oligonukleotidov. V brezprašni komori smo pripravili 
mešanico za več vzorcev (Preglednica 4), med pripravo pa je bila le ta ves čas hranjena na 
ledu. 
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Preglednica 4: Reagenti in potreben volumen za pripravo PCR mešanice 
Reagent Volumen za 1 vzorec [µl] 
ddH2O 5,75 
5 x PCR pufer 5 
10 mM dNTP   2 
25 mM MgCl2 1,5 
10 µM »forward« začetni oligonukleotid 1,25 
10 µM »reverse« začetni oligonukleotid 1,25 
5 U/µl Taq polimeraza 0,25 
Skupni volumen 17 
 
Reakcijska mešanica je bila pripravljena večkrat, in sicer za vsakega od parov začetnih 
oligonukleotidov, ki smo jih uporabili. Za pomnoževanje smo uporabili PCR tube, v katere 
smo odpipetirali 8 µl vzorca DNA in 17 µl mešanice. Tube smo dobro premešali in 
centrifugirali. 
 
Glede na literaturo smo izbrali 9 parov začetnih oligonukleotidov (Park in sod., 2002; Tian 
in sod., 2013; Wang in sod., 2018). Njihova zaporedja se nahajajo spodaj (Preglednica 5). 
Preglednica 5: Zaporedje uporabljenih parov začetnih oligonukleotidov 
Ime začetnega 
oligonukleotida 
Zaporedje 
PK1 (forward) CTGCTGATCATGTTCTGCCTCTGG 
PK4 (reverse) CAATCCCAAAATCCGAGATCT 
S29SF (forward) GGTGTACGGAACATTTATCACCATTCTTACA 
S29SR (reverse) AGCTGCAGCCAATCTGACATAAAGATCTTG 
SR15SDF3 (forward) AAAAAGAAAGAAAGAAAGTGGTG 
SR15DR3 (reverse) CCTCATCCGGACAAAAGT 
DF (forward) GGTGTTGCTCGAGGGCTTTTAT 
DR (reverse) CTGGCGGTTTAGGCTGAGGA 
BoSC2F1 (forward) ACTTTTCCCCTCTTGTTGAC 
BoSC2R1 (reverse) TCCTCCCACGATTATGCT 
BoSC2F2 (forward) AGTCATGAGATATGCTACTTCTAT 
BoSC2R2 (reverse) GGCTGCGCTCGTGGAGTTTA 
S15SPF (forward) CATGAGATATGCTACTTCTATATATACA 
S15SPR (reverse) AATTAGTAACATTATGTCCCTCAAC 
KD5 (forward) TGGAAGGAGAGATTCGACATTAC 
KD8 (reverse) GCTTTCATATTACCGGGCATCGATGA 
KD4 (forward) GAGGGCGAGAAGATCTTAATT 
KD7 (reverse) AAGACKATCATATTACCGAGC 
 
Pomnoževanje je potekalo v napravi PCR (Gradient), kjer je možno nastaviti različne 
temperature prileganja v eni reakciji. Temperaturo prileganja je bilo potrebno prilagoditi, 
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saj naprava deluje na principu gradientnega dviga temperature. Spodaj (Preglednica 6) se 
nahaja temperaturni protokol, pri katerem je potekalo pomnoževanje. 
Preglednica 6: Temperaturni protokol pomnoževanja fragmentov DNA 
Forward 
začetni 
oligonukleotid 
Reverse 
začetni 
oligonukleotid 
Začetna 
denaturacija 
Denaturacija, 
prileganje in 
izdolževanje 
Število 
ciklov 
Končno 
pomnoževanje 
PK1 PK4 
5 min na 94°C 
1 min na 94°C  35 
10 min na 
72°C 
1 min na 54,3°C 
1,5 min na 72°C 
S29SF S29SR 1 min na 94°C 
1 min na 57,1°C 
1,5 min na 72°C 
35 
SR15SDF3 SR15DR3 1 min na 94°C 
1 min na 52,8°C 
1,5 min na 72°C 
35 
DF DR 1 min na 94°C 35 
1 min na 55,7°C 
1,5 min na 72°C 
BoSC2F1 BoSC2R1 1 min na 94°C 
1 min na 51,4°C 
1,5 min na 72°C 
35 
BoSC2F2 BoSC2R2 1 min na 94°C 
1 min na 49°C 
1,5 min na 72°C 
35 
S15SPF S15SPR 1 min na 94°C 
1 min na 50,1°C 
1,5 min na 72°C 
35 
KD5 KD8 1 min na 94°C 35 
1 min na 58,6°C 
1,5 min na 72°C 
KD4 KD7 1 min na 94°C 35 
1 min na 60,7°C 
1,5 min na 72°C 
  
Pri tej metodi smo ugotovili, da nekateri začetni oligonukleotidi delujejo veliko bolje od 
drugih, zato smo nabor zmanjšali. Za nadaljnje analize smo uporabili samo 4 pare začetnih 
oligonukleotidov in sicer PK1/PK4, DF/DR, KD5/KD8 in KD4/KD7. 
 
Pomnoževanje je potekalo v štirih napravah PCR, v katerih je bil nastavljen optimalen 
temperaturni protokol za vsakega od štirih parov začetnih oligonukleotidov (Tian in sod., 
2013; Park in sod., 2002) (Preglednica 7).  
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Preglednica 7: Določen temperaturni protokol pomnoževanja za štiri izbrane začetne oligonukleotide 
Forward začetni 
oligonukleotid 
Reverse začetni 
oligonukleotid 
Začetna 
denaturacija 
Denaturacija, 
prileganje in 
izdolževanje 
Število 
ciklov 
Končno 
pomnoževanje 
PK1 PK4 
5 min na 94°C 
0,5 min na 94°C  35 
10 min na 72°C 
1 min na 55°C 
1,5 min na 72°C 
DF DR 0,5 min na 94°C 35 
1 min na 55°C 
1,5 min na 72°C 
KD5 KD8 1 min na 94°C 30 
2 min na 63°C 
1,5 min na 72°C 
KD4 KD7 1 min na 94°C 30 
2 min na 61°C 
1,5 min na 72°C 
 
Po poteku reakcije so bile tube s PCR produkti  do nadaljnjega rokovanja hranjene pri 
temperaturi -20°C. 
3.4 AGAROZNA GELSKA ELEKTROFOREZA 
3.4.1 Priprava agaroznega gela 
Za preverjanje uspešnosti PCR reakcije smo pomnožene produkte nanesli na 1,2 % 
agarozni gel. Gel smo pripravili iz agaroze (SeaKem® LE Agarose; Lonza, Basel, Švica), 
destilirane vode, 5 x TBE pufra (89 mM Tris, 89 mM H3BO3, 2 mM EDTA) in 0,5 µg/ml 
etidijevega bromida (Sigma). Količine vseh uporabljenih sestavin se nahajajo spodaj 
(Preglednica 8). Končni volumen gela je znašal 313 ml, pripravili pa smo ga večkrat. 
Preglednica 8: Reagenti in potreben volumen za pripravo 313 ml 1,2 % agaroznega gela  
Sestavina Količina 
Agaroza 3,75 g 
Destilirana voda 250 ml 
5 x TBE pufer 63 ml 
0,5 µg/ml etidijev bromid 15,5 µl 
 
Priprava gela je potekala tako, da smo najprej zatehtali 3,75 g agaroze in jo stresli v 500 ml 
steklenico. Dodali smo ustrezno količino destilirane vode in TBE pufra ter dobro 
premešali. S pomočjo mikrovalovne pečice smo segreli vsebino steklenice in tako 
popolnoma raztopili agarozo. Gel smo pred vlivanjem v model ohladili na približno 50°C 
in dodali etidijev bromid (0,5 µg/ml). Po 15–20 minutah se je gel popolnoma strdil, zato 
smo odstranili glavničke ter potopili gel v elektroforezno kad Bio Rad Sub-Cell® Model 
192 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, ZDA), napolnjeno z 0,5 x TBE pufrom. 
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3.4.2 Nanos vzorcev in slikanje gela 
Pred začetkom nanašanja vzorcev na gel je bilo le te potrebno pripraviti. V nove PCR tube 
smo odpipetirali 8 µl vzorca in dodali 5 µl barvila BPB (12,5 % (w/v) Ficoll® 400, 6,7 % 
(v/v) bromfenol modro, 10 x TBE). Barvilo omogoča lažji nanos vzorcev v luknjice, saj se 
pomeša z molekulami DNA in tako naredi vzorce težje od vode. Tube smo pred začetkom 
nanosa dobro pretresli in centrifugirali. 
 
Tako pripravljene vzorčke smo nanesli na gel, in sicer po 13 µl v vsako luknjico. Nanesli 
smo tudi 5 µl dolžinskega standarda DNA standard GeneRuler™ 100bp DNA Ladder 
(Fermentas). Elektroforeza je potekala pri 120 do 140 V približno 40 minut (Slika 5), nato 
pa smo gel prenesli v napravo Bio Spectrum® S10 Imaging System (UVP, LLC, Upland, 
ZDA). Zaradi dodanega etidijevega bromida je bila možna vizualizacija v UV spektru. 
Naredili smo digitalni posnetek vsakega gela in ga tudi natisnili. Posnetke agaroznih gelov 
smo analizirali ter zabeležili, v kateri inkompatibilnostni razred spada posamezna čista 
linija zelja. 
 
Slika 5: Gelska elektroforeza 
3.5 SEKVENČNA REAKCIJA 
3.5.1 Priprava vzorcev DNA in amplifikacija fragmentov 
Produkte PCR je potrebno pred sekvenčno reakcijo očistiti. Za čiščenje smo uporabili 
mešanico encimov za čiščenje Exol (eksonukleaza), Fast AP (alalna fosfataza) in 1 x PCR 
pufer, ki smo ga pripravili z redčenjem 10 x PCR pufra z destilirano vodo. Mešanico smo 
pripravili za 66 vzorcev (Preglednica 9). 
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Preglednica 9: Reagenti in potreben volumen za pripravo mešanice za čiščenje produktov PCR pred 
sekvenčno reakcijo 
Reagent Volumen za 1 vzorec [µl] Volumen za 66 vzorcev [µl] 
Exol 0,1 6,6 
Fast AP 0,5 33 
1 x PCR pufer 1,4 92,4 
 
Pripravili smo nove, sterilne PCR tube in jih označili. V vsako smo odpipetirali po 5 µl 
vzorca in dodali 2 µl pripravljene mešanice. Vsebino tub smo dobro premešali in 
centrifugirali. Čiščenje je potekalo v PCR napravi za ciklično termostatiranje (Applied 
Biosystems 2720) po temperaturnem protokolu: delovanje encimov 45 minut pri 
temperaturi 37 °C, deaktivacija encimov 15 minut pri 80 °C ter ohlajanje na 10 °C. 
 
Za sekvenčno reakcijo smo pripravili mešanico za vsak posamezen začetni oligonukleotid 
»forward« in »reverse«, kar pomeni, da smo naredili dve mešanici za vsakega od parov 
začetnih oligonukleotidov. Mešanica je vsebovala tudi 5 x pufer BigDye (ki vsebuje 
dideoksinukleotide), encim BigDye in vodo brez nukleaz. Tube so bile ves čas dela 
hranjene na ledu. Količine za 1 vzorec za posamezen začetni oligonukleotid se nahajajo 
spodaj (Preglednica 10). 
Preglednica 10: Reagenti in potreben volumen za pripravo mešanice za sekvenčno reakcijo 
Reagent Volumen za 1 vzorec [µl] 
5 x BigDye pufer 2 
BigDye encim 0,4 
Ustrezen začetni oligonukleotid 0,2 
Voda brez nukleaz 3,9 
Skupni volumen 6,5 
 
Pripravili smo nove, sterilne PCR tube in vanje prenesli po 3,5 µl očiščenega PCR 
produkta, vsak vzorec dvakrat. Nato smo v prvi set vzorcev dodali po 6,5 µl mešanice z 
začetnim oligonukleotidom »forward«, v drugi set pa po 6,5 µl mešanice z začetnim 
oligonukleotidom »reverse«. Tube smo dobro premešali, centrifugirali in prenesli v tri 
naprave PCR (zaradi velike količine vzorcev). Sekvenčna reakcija je potekala po 
temperaturnem protokolu, ki je naveden v preglednici spodaj (Preglednica 11).  
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Preglednica 11: Temperaturni protokol sekvenčne reakcije 
Začetna denaturacija Denaturacija, prileganje 
in izdolževanje 
Število ciklov Končno 
pomnoževanje 
3 min na 96°C 
10 sek na 96°C 
99 7 min na 72°C 
10 sek na 50°C 
4 min na 60°C 
 
3.5.2 Čiščenje produktov sekvenčne reakcije 
Sekvenčna reakcija je potekala  preko noči. Naslednji dan je sledilo čiščenje produktov 
sekvenčne reakcije s precipitacijo z etanolom in EDTA. Vsak vzorec smo v celoti prenesli 
v sterilne 96-mestne plošče MicroAmp (Applied Biosystems). Dodali smo 2,5 µl 125 mM 
EDTA in 30 µl 100 % etanola ter kratko centrifugirali, da sta EDTA in etanol prišla v stik 
z vzorcem. Plošče smo prelepili s samolepilno folijo, rahlo premešali vsebino s previdnim 
obračanjem in inkubirali 15 minut v temi na sobni temperaturi. Po končani inkubaciji smo 
plošče centrifugirali 55 min pri najvišji hitrosti in temperaturi 4 °C. Nato smo odstranili 
samolepilno folijo in s hitrim gibom navzdol izlili etanol. Da bi odstranili še preostali 
etanol, smo plošče centrifugirali obrnjene navzdol 2 minuti pri 190 g. Plošče smo 
inkubirali 5 minut v temi na sobni temperaturi. Nato smo vsakemu vzorcu dodali 12 µl 
formamida in plošče ponovno prelepili s samolepilno folijo. Za dodatno zaščtno smo jih 
ovili v aluminijasto folijo, ustrezno označili in poslali na Oddelek za zootehniko (Groblje 
3, Domžale), kjer je potekalo ločevanje produktov na avtomatskem sekvenatorju ABI 
3130XL Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Po končani analizi smo prejeli podatke o 
sekvencah v obliki kromatogramskih datotek (.ab1). 
3.6 ANALIZA PRIDOBLJENIH SEKVENC 
Zaporedja nukleotidov, ki smo jih pridobili s sekvenčno reakcijo, je bilo potrebno 
pregledati, združiti v soseske in primerjati z bazo sekvenc. 
3.6.1 Združevanje sekvenc v soseske 
Za pregledovanje sekvenc ter združevanje v soseske smo uporabili program Codon Code 
Aligner™. Najprej smo uvozili pridobljene datoteke kromatogramov (.ab1) in združili 
sekvenco, pridobljeno z začetnim oligonukleotidom »forward« ter sekvenco, pridobljeno z 
začetnim oligonukleotidom »reverse«. Te združitve so predstavljale soseske, ki smo jih 
shranili v obliki datotek CCAP. 
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3.6.2 Primerjava z bazo sekvenc 
V soseske združena nukleotidna zaporedja smo primerjali z bazo sekvenc na uradni spletni 
strani NCBI (National Center for Biotechnology Information). Uporabili smo funkcijo 
BLAST, pri dodatnih možnostih pa smo označili Megablast (highly similar sequences). 
Glede na ujemanje sekvenc smo čiste linije razvrstili v podrazrede ter rezultate primerjali s 
strokovno literaturo. 
 
Ko smo vsem čistim linijam določili podrazrede, smo na spletni strani NCBI (National 
Center for Biotechnology Information) s pomočjo funkcije BLAST (somewhat similar 
sequences) primerjali podobnost med podrazredi znotraj razredov in med razredoma. 
3.7 KRIŽANJE DVEH RAZLIČNIH ČISTIH LINIJ Z RDEČIM ZELJEM 
Izbrali smo 12 različnih čistih linij belega zelja za križanje z rdečim zeljem in jih posadili 
na 12 različnih lokacij. Izpolnjen je moral biti pogoj, da se v radiju vsaj 1 km od lokacije 
ne nahajajo druge cvetoče rastline zelja ali drugih bližnjih sorodnikov. Semenenje pa je 
bilo uspešno samo na dveh lokacijah, v Kisovcu (Zagorje ob Savi) ter v Cerknici. Od teh 
dveh čistih linij je ena spadala v prvi inkompatibilnostni razred (oznaka vzorca 156), druga 
pa v drugega (oznaka vzorca 207). S križanjem  smo pridobili seme, vzgojili rastline in 
nato opazovali fenotipske lastnosti potomcev ter jih primerjali z rezultati, pridobljenimi z 
molekularno analizo. 
 
Poleg zdrave in lepo razvite rastline belega zelja smo izbrali še vitalno in fertilno rastlino 
rdečega zelja. Rastline so bile prepeljane na lokacije in posajene v parih (Slika 6). Bile so 
nekajkrat zalite in gnojene (po potrebi), izvajalo pa se je tudi potrebno varstvo in sicer 
enkratno škropljenje proti pisani stenici (Eurydema ventralis). 
 
 
Slika 6: Posajeni rastlini belega in rdečega zelja (levo) in rastlina belega zelja z razvitimi luski (desno) na 
lokaciji Kisovec  
Rastlini rdečega in belega zelja sta cveteli zelo nesinhrono, saj je belo zelje cvetelo prej kot 
rdeče. Ob začetku oblikovanja strokov smo obe rastlini pokrili z mrežo. Ko so semena 
dozorela, smo jih pobrali in shranili v hladen (50 C), temen in suh prostor. 
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3.7.1 Poskus nakalitve semena 
Pridobljena semena smo posejali v setvene plošče. Za vsako čisto linijo (Atria x 4 in KO x 
7) smo pripravili po 4 setvene plošče s 104 luknjicami (Slika 7), za kar smo skupno 
porabili 416 semen. Plošče smo ustrezno označili in prenesli v rastlinjak, kjer smo gojili 
sadike do razvojne faze šestih pravih listov. 
 
 
Slika 7: Setvene plošče, posejane s semeni posamezne čiste linije 
3.8 ANALIZA RASTLIN Z MIKROSATELITNIMI MARKERJI 
Zaradi dominantnih lastnosti rdečega zelja (Černe, 1998), je možno z vizualnim pregledom 
dokaj hitro ugotoviti delež heterozigotnih in delež homozigotnih rastlin. Samooprašene 
(homozigotne) rastline so svetlejše barve in praviloma šibkejše rasti, medtem ko križane 
(heterozigotne) posedujejo rdečkaste odtenke in imajo močnejšo rast. 
 
Glede na izgled smo naključno izbrali 20 homozigotnih in 20 heterozigotnih rastlin pri 
vsaki čisti liniji (skupno 80 vzorcev). Izolirali smo rastlinsko DNA za nadaljno analizo z 
mikrosatelitnimi markerji. 
3.8.1 PCR reakcija in fragmentna analiza 
S pomočjo PCR reakcije smo namnožili mikrosatelite na štirih različnih lokusih. Za vsak 
lokus smo poleg dupleksa začetnih oligonukleotidov uporabili tudi univerzalni začetni 
oligonukleotid M13 (-21) z zaporedjem 5'-TGTAAAACGACGGCCAGT-3', ki je na 5' 
koncu označen  z modro (FAM), zeleno (VIC), rumeno (NED) ali rdečo (PET) 
fluorescentno značko. 
 
Za pripravo mešanice za PCR reakcijo smo uporabili sterilno vodo (dH2O), 5 x PCR pufer 
(Promega), 10 mM deoksinukleotide (dATP, dCTP, dGTP, in dTTP), 25 mM MgCl2 
(Promega), GoTaq® DNA polimerazo v koncentraciji 5 U/µl, 0,25 µM začetni 
oligonukleotid M13 (-21) s fluorescentno značko in 10 µM delovne raztopine začetnih 
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oligonukleotidov. Pripravili smo mešanico za več vzorcev (Preglednica 12) in sicer za 
vsako fluorescentno barvo posebej.  
Preglednica 12: Reagenti in potreben volumen za pripravo PCR mešanice 
Reagent Volumen za 1 vzorec [µl] 
ddH2O 4,71 
5 x PCR pufer 3 
dNTP 1,2 
MgCl2 1,8 
Začetni oligonukleotid 1 forward 
Začetni oligonukleotid 1 reverse 
0,225 
0,225 
Začetni oligonukleotid 2 forward 
Začetni oligonukleotid 2 reverse 
Začetni oligonukleotid M13 (-21) 
0,225 
0,225 
0,3 
Taq polimeraza 0,09 
Skupni volumen 12 
 
Uporabili smo 8 parov začetnih oligonukleotidov za vsak vzorček, od katerih smo po dva 
označili z istim fluorescentnim barvilom. Vsak začetni oligonukleotid namreč pomnožuje 
fragmente različne dolžine, zato smo jih kasneje lahko ločili. Oznake začetnih 
oligonukleotidov se nahajajo spodaj (Preglednica 13). 
Preglednica 13: Uporabljeni začetni oligonukleotid ter  fluorescetna barvila 
Začetni oligonukleotid 1 Začetni oligonukleotid 2 Uporabljeno fluorescentno barvilo 
391F/391R 825F/825R FAM (modra) 
492F/492R 632F/632R VIC (zelena) 
338F/338R 484F/484R NED (rumena) 
53F/53R 87F/87R PET (rdeča) 
 
Za pomnoževanje smo uporabili PCR tube, v katere smo odpipetirali 3 µl vzorca DNA in 
12 µl mešanice. Tube smo dobro premešali in centrifugirali. Reakcije so potekale hkrati v 
štirih različnih PCR napravah po spodnjem temperaturnem protokolu (Preglednica 14).
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Preglednica 14: Temperaturni protokol PCR reakcije za fragmentno analizo 
Začetni 
oligo-
nukleotid 
Začetna 
denaturacija 
[min in °C] 
Denaturacija, 
prileganje in 
izdolževanje 
[min in °C] 
Število 
ciklov 
Denaturacija, 
prileganje in 
izdolževanje 
[min in °C] 
Število 
ciklov 
Končno 
pomnoževanje 
[min in °C] 
391F/391R  
in 
825F/825R 
 
3 min na 95°C 
0,5 min na 
95°C 
0,5 min na 
65°C 
0,5 min na 
72°C 
10 
 
(vsak 
cikel 
-1°C) 
0,5 min na 
95°C 
0,5 min na 
55°C 
0,5 min na 
72°C 
30 
5 min na 72°C 
492F/492R 
in 
632F/632R 
 
20 
338F/338R 
in 
484F/484R 
 
20 
53F/53R in 
87F/87R 
 
25 
 
Po končani PCR reakciji je bilo potrebno združiti vseh osem dobljenih produktov v en 
vzorec. Odpipetirali smo po 4 µl vsakega produkta (v eni mikrocentrifugirki smo imeli dva 
produkta označena z enakim fluorescentnim barvilom) in jih prenesli v nove 
mikrocentrifugirke. Tako smo dobili nov vzorec z volumnom 16 µl. Od te mešanice smo 
odvzeli 1 µl in dodali 10,5 µl formamida in 0,5 µl standarda LIZ 600 s fragmenti dolžin od 
20 do 600 bp. Ustrezno označene 96-mestne plošče smo poslali na Oddelek za zootehniko 
(Groblje 3, Domžale), kjer  so jih na avtomatskem sekvenatorju ABI 3130XL analizirali. 
Po končani analizi smo prejeli datoteke oblike .fsa, ki smo jih nato naložili v program 
Genemaper 4.0 (Applied Biosystems) in jih analizirali. 
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
4.1 RAZVRSTITEV ČISTIH LINIJ ZELJA V RAZREDE IN PODRAZREDE TER 
PRIMERJAVA Z REZULTATI IZ LITERATURE 
4.1.1 Razvrstitev čistih linij zelja v inkompatibilnostne razrede 
Poglavitni del naloge je bil razvščanje čistih linij zelja v inkompatibilnostne razrede. To 
smo storili s pomočjo analize agaroznih gelov. Na začetku smo za pomnoževanje 
uporabljali 9 različnih parov začetnih oligonukleotidov (Slika 8). 
 
 
Slika 8: Elektroforetski gel z devetimi pari začetnih oligonukleotidov, uporabljenih na začetku poskusa 
Na podlagi dobljenih rezultatov smo se odločili za 3 najbolje delujoče pare: PK1/PK4, 
KD5/KD8 in KD4/KD7. Iz slike (Slika 8) je razvidno, da začetni oligonukleotidi 
BoSC2F2/BoSC2R2, S15SPF/S15SPR, BoSC2F1/BoSC2R1, SR15SDF3/SR15SDR3 in 
S29SF/S29SR ne delujejo. Kasneje smo na posnetkih agaroznih gelov (Slika 8) opazili 
dodaten pomnožek pri začetnem oligonukleotidu DF/DR, kar pomeni, da je prišlo do 
kontaminacije. DF/DR pomnožuje tako I. kot II. inkompatibilnostni razred, vendar smo ga 
zaradi kontaminiranosti izločili iz nadaljnjih analiz. 
 
Pri nadaljnjem delu smo se osredotočili na analizo gelov najprimernejših začetnih 
oligonukleotidov. Če smo opazili pomnožek pri reakciji s PK1/PK4 ter KD5/KD8, smo 
linijo uvrstili v inkompatibilnostni razred I. Če je bil pomnožek viden pri reakciji s 
KD4/KD7, pa smo čisto linijo uvrstili v inkompatibilnostni razred II (Slika 9).  
28 
Čebin A. Določanje samoinkompatibilnostnih alelov ... s pomočjo molekularnih markerjev.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2019  
 
 
 
 
Slika 9: Elektroforetski gel nekaterih vzorcev, pomnoženih z začetnimi oligonukleotidi PK1/PK4 in 
KD4/KD7 
Slika 9 prikazuje pomnožke na agaroznem gelu pri pomnoževanju kinazne domene gena 
SRK in sicer z začetnima oligonukleotidoma PK1/PK4 (inkompatibilnostni razred I) in 
KD4/KD7 (inkompatibilnostni razred II). Kjer se pomnožek pojavi pri pomnoževanju s 
PK1/PK4, ga pri pomnoževanju s KD4/KD7 ni, saj se medsebojno izključujeta. Linija tako 
spada bodisi v razred I, bodisi v razred II. Z analizo agaroznih gelov smo čiste linije zelja 
razvrstili v inkompatibilnostne razrede (Preglednica 15). 
Preglednica 15: Razvrstitev čistih linij v inkompatibilnostne razrede 
Razred Linije 
I 11, 36, 49, 52, 62, 64, 79, 98, 106, 142, 154, 155, 156, 157, 159, 168, 171, 176, 
216, 227, 246, 247, 249, 250, 251, 261, 275, 295, 297, 303, 304, 311, 341, 545, 
549, 557, 598, 612 
II 26, 33, 34, 37, 39 ,44, 63, 65, 67, 68, 74, 75, 81, 84, 85, 88, 96, 110, 113, 114, 
121, 122, 123, 124, 125, 127, 129, 136, 138, 141, 144, 145, 147, 148, 149, 151, 
152, 163, 177, 183, 189, 192, 204, 207, 209, 210, 211, 235, 237, 248, 252, 253, 
254, 255, 256, 258, 263, 266, 267, 270, 278, 280, 293, 298, 301, 326, 332, 338, 
348, 356, 359, 373, 552, 560, 561, 564 
 
V močnejši inkompatibilnostni razred I smo uvrstili 38 linij, v inkompatibilnostni razred II 
pa 76 linij. Glede na to, da je inkompatibilnostni razred II recesiven (Park in sod., 2002), je 
razredu I pripadlo relativno malo linij (33,3 %). V podobnih raziskavah je bil odstotek linij 
iz I. inkompatibilnostnega razreda večji, npr. 50,5 % (Tian in sod., 2013) in celo 90 % 
(Rudolf Pilih, 2006). Poročajo tudi, da v družini Brassicaceae večina S-haplotipov pripada 
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razredu I (Sakamoto in sod., 1998). Naši rezultati pa se skladajo s tistimi iz raziskave iz 
leta 2002 (Park in sod., 2002), kjer je I. razredu pripadlo 40 % linij zelja. Zaključimo 
lahko, da je z naključnim izborom rastlinskega materiala možno izbrati večji delež rastlin 
iz II. inkompatibilnostnega razreda. 
 
Zanimalo nas je, ali lahko na inkompatibilnostni razred sklepamo iz izhodiščnega genotipa 
rastline. Zato smo za vsakega od genotipov pregledali, v kateri razred spadajo pripadajoče 
linije. Rezultati se nahajajo spodaj (Preglednica 16). 
Preglednica 16: Odstotek linij v I oz. II  inkompatibilnostnem razredu glede na izhodiščni genotip 
Izhodiščni genotip za 
indukcijo čiste linije 
Odstotek linij v I 
inkompatibilnostnem razredu 
(%) 
Odstotek linij v II 
inkompatibilnostnem razredu 
(%) 
165 x KO - 100 
2 x Atria F1 100,0 - 
278 x Burton F1 50 50 
5 x Atria F1 - 100 
6 x Atria F1 100 - 
7 x Atria F1 33,3 66,7 
8 x Atria F1 - 100 
92 x Atria F1 - 100 
92 x KO - 100 
Atria F1 x 165 100 - 
Atria F1 x 2 - 100 
Atria F1 x 4 100 - 
Atria F1 x 5 - 100 
Atria F1 x 6 - 100 
Atria F1 x 7 - 100 
Atria F1 x KO 50 50 
Autumn Queen F1 100 - 
Fieldwinner F1 100 - 
Grandslam F1 100 - 
KO x (36 x 165) - 100 
KO x 165 - 100 
KO x 4 100 - 
KO x 5 - 100 
KO x 6 - 100 
KO x 7 14,26 85,84 
KO x 92 - 100 
Krautman F1 100 - 
Presnik F1 100 - 
 
V poskusu je bilo uporabljenih 28 različnih izhodiščnih genotipov. Glede na Preglednico 
15 lahko vidimo, da so samo pri štirih genotipih pripadajoče rastline pripadale obema 
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razredoma, v ostalih primerih pa samo enemu. Pri genotipih 278 x Burton F1 in Atria F1 x 
KO polovica rastlin pripada I. razredu, druga polovica pa II. razredu. Pri genotipu 7 x Atria 
F1 se 33 % rastlin nahaja v I. razredu, 67 % pa v drugem, pri genotipu KO x 7 pa v I. 
razred spada 14 % rastlin, v II. razred pa 86 %. Glede na majhno število ponovitev (rastlin, 
ki izhajajo iz posameznih genotipov) ne moremo z gotovostjo sklepati na povezavo med 
genotipom in inkompatibilnostnim razredom. Če pa gledamo kot celoto, pa je povezava 
dobro vidna, saj se pri 24 genotipih od 28 linije nahajajo samo v enem razredu.  
4.1.2 Razvrstitev 66 čistih linij zelja v podrazrede 
Izmed vseh analiziranih vzorcev smo jih izbrali 66 in sicer 38 iz razreda I in 28 iz razreda 
II ter jim določili nukleotidno zaporedje s pomočjo sekvenčne reakcije. Pridobljena 
zaporedja smo nato primerjali s sekvencami v podatkovni bazi NCBI ter tako čiste linije 
razvrstili v podrazrede (Preglednica 17). 
Preglednica 17: Razvrstitev 66 čistih linij v podrazrede 
Razred Začetni oligo-
nukleotid 
Podraz-
red 
Linije Povpr. podobnost 
sekvenc v bazi NCBI  
I 
PK1/PK4 
I 36, 62, 64, 79, 98, 106, 142, 154, 155, 
156, 157, 159, 168, 176, 216, 227, 
246, 247, 249, 250, 251, 261, 295, 
297, 311, 545, 549, 557 
95 % (SRK-13; 
Acc.No. AB024420.2) 
II 11, 49, 52 100 % (SRK-35; 
Acc.No. JX416332.1) 
III 171, 303, 304, 612 100 % (SRK-57; 
Acc.No. JX416335.1) 
IV 275, 341, 598 91 % (SRK-1; Acc.No. 
KF355945.1) 
KD5/KD8 
Ib 36, 62, 64, 79, 98, 106, 142, 154, 155, 
156, 157, 159, 168, 176, 216, 227, 
246, 247, 249, 250, 251, 261, 295, 
297, 311, 545, 549, 557 
97 % (SRK-13; 
Acc.No. AB024420.2) 
IIb 11, 49, 52 91 % (Bcr109 SRK; 
Acc.No. FJ670462.1) 
IIIb 171, 303, 304, 612 99 % (Bcr103 SRK; 
Acc.No. FJ670456.1) 
IVb 275, 341, 598 92 % (BOI4; Acc.No. 
JQ253788.1) 
II 
KD4/KD7 
V 33, 34, 39 ,44, 63, 68, 74, 75, 84, 85, 
88, 114, 121, 123, 129, 147, 163, 183, 
189, 192, 204, 207, 210, 248 
99 % (BOI1; Acc.No. 
JQ253785.1) 
VI 26, 37, 65, 253 100 % (S-15; Acc.No. 
AB180903.1) 
 
Iz preglednice je razvidno, da smo na osnovi začetnih oligonukleotidov PK1/PK4 in 
KD5/KD8 razvrstila linije v različne podrazrede. Vidimo lahko tudi, da so glede na 
razvrščene linije te štirje podrazredi popolnoma enaki, podrazreda I in Ib pa sta v 95 % 
oziroma 97 % enaka sekvenci SRK-13. Zato smo naredili primerjavo med podrazredi tako, 
da smo vse podrazrede primerjali med seboj in zapisali podobnost (v %). Rezultati se 
nahajajo spodaj (Preglednica 18). 
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Preglednica 18: Podobnost med podrazredi znotraj razredov ter med razredoma 
Podrazred 
(Accession) 
I II III IV Ib IIb IIIb IVb V VI 
I 100 78,9 79,0 86,0 100 80,4 81,0 82,2 67,8 73,1 
II  100 88,5 87,7 78,9 98,2 95,8 97,4 73,2 73,8 
III   100 94,9 79,0 97,2 100 98,0 73,1 73,5 
IV    100 86,0 97,1 96,5 98,0 74,8 74,2 
Ib     100 80,4 81,0 82,2 67,8 73,1 
IIb      100 89,3 90,8 73,3 69,3 
IIIb       100 92,2 71,9 70,5 
IVb        100 72,5 71,3 
V         100 91,9 
VI          100 
 
Najbolj sta si bili podobni sekvenci podrazredov I in Ib ter sekvenci podrazredov III in IIIb 
(100 % v obeh primerih). Prav tako smo zelo velik odstotek podobnosti opazili pri II in IIb 
(98,2 %) ter IV in IVb (98 %). Iz tega lahko sklepamo, da gre pravzaprav za enake 
podrazrede z drugačnim poimenovanjem akcesije v NCBI bazi. Opazili smo, da se zelo 
velik odstotek podobnosti pojavlja tudi pri nekaterih drugih podrazredih, npr. III in IVb (98 
%), kar nakazuje, da gre pri IIIb in IVb za isti podrazred. Iz preglednice lahko razberemo, 
da sta si ta dva podrazreda podobna v 92,2 %. Zaključili smo, da gre za dva različna 
podrazreda. 
 
Primerjali smo, kolikšen je odstotek ujemanja v bazi NCBI pri vsakem od začetnih 
oligonukleotidov. Ker je bil pri PK1/PK4 povprečen odstotek ujemanja višji (za 1,8 %), 
smo se odločili za razdelitev na podlagi tega začetnega oligonukleotida. 
 
Linije iz inkompatibilnostnega razreda I smo tako razvrstili v 4 različne podrazrede, linije 
znotraj razreda II pa v 2 podrazreda. V raziskavi iz leta 2013 so prišli do podobnih 
zaključkov, saj so linije iz I. inkompatibilnostnega razreda razvrstili v 13 različnih 
podrazredov (4 linije pa so ostale nerazvrščene), medtem ko so linije iz razreda II razvrstili 
samo v 3 podrazrede (Tian in sod., 2013). Prav tako so Park in sod. razvrstili linije 
brokolija in zelja iz I. razreda v 7 podskupin, linije iz II. razreda pa v 3 podskupine. Če 
pogledamo rezultate samo za zelje, pa se I. razred razdeli v 5 podskupin, II. razred pa prav 
tako na 3 (Park in sod., 2002). Tako v tej kot v sorodnih raziskavah se je izkazalo, da je 
razred II manj raznolik kot razred I. 
 
Ugotovili smo, da je podobnost med podrazredi v razredu I od 78,9 do 94,9 %, v razredu II 
pa sta si podrazreda podobna v 91,9 %. Tudi v sorodni raziskavi so prišli do podobnih 
zaključkov, saj so si bile linije iz razreda I med seboj podobne od 77,6 do 94,8 % (Rudolf 
Pilih, 2006). 
 
Preverili smo, ali obstaja povezava tudi med podrazredi in izhodiščnim genotipom 
posameznih čistih linij. Ker pa smo imeli majhno število ponovitev za vsak genotip, smo 
izbrali samo tiste, kjer smo imeli vsaj 4 ponovitve (Preglednica 19). 
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Preglednica 19: Odstotek linij v posameznem podrazredu glede na izhodiščni genotip pri genotipih z najmanj 
štirimi ponovitvami 
Izhodiščni genotip Odstotek linij v posameznem podrazredu (%) 
I II III IV V VI 
278 x Burton F1    50  50 
7 x Atria F1 50    50  
Atria F1 x 4 100      
Fieldwinner F1   100    
KO x 5     100  
 
V treh primerih od petih so vse preverjene čiste linije spadale v en podrazred. Še posebej 
pozorni smo bili pri genotipu Atria F1 x 4, saj smo imeli tukaj kar 11 ponovitev. Ne 
moremo pa z gotovostjo trditi, da lahko iz genotipa sklepamo na inkompatibilnostni 
podrazred.  
4.2 ANALIZA KRIŽANJA DVEH RAZLIČNIH ČISTIH LINIJ Z RDEČIM ZELJEM 
4.2.1 Nakalitev semen in gojenje sadik 
Iz posajenih rastlin belega zelja smo pridobili zadostno količino semena, ki smo ga posejali 
v gojitvene plošče s 104 luknjicami in tako vzgojili sadike. Že pri hitrem pregledu sadik 
smo lahko opazili, da je pri vseh ponovitvah odstotek samooprašenih rastlin precej velik 
(tudi pri liniji iz I. inkompatibilnostnega razreda) (Slika 10). 
 
Slika 10: Homozigotna (skrajno desno) in heterozigotne rastline (vijolična stebla) 
Nato smo natančno prešteli homo- in heterozigotne rastline ter zabeležili rezultat. Od 
skupno 416 posejanih semen pri vsaki liniji, smo pridobili 349 rastlin linije 156 (Atria x 4) 
in 365 rastlin linije 207 (KO x 7). Pri prvi liniji odstotek kalivosti znaša 83,9 %, pri drugi 
pa 87,7 %. Izračunali smo odstotek homo- in heterozigotnih rastlin glede na število 
vzgojenih sadik (Preglednica 20). 
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Preglednica 20: Odstotek homo- in heterozigotnih rastlin glede na število vzgojenih rastlin 
Oznaka 
rastline 
Inkompatibilnostni 
razred 
Ponovitev Odstotek 
homozigotnih rastlin 
(v %) 
Odstotek 
heterozigotnih rastlin 
(v %) 
156 
(Atria x 4) 
I 1. 33,6 66,4 
2. 33,3 66,7 
3. 32,9 67,1 
4. 29,5 70,5 
Povprečje 32,3 67,7 
207 
(KO x 7) 
II 1. 20,0 80,0 
2. 26,6 73,4 
3. 24,8 75,2 
4. 26,5 73,5 
Povprečje 24,5 75,5 
 
Rezultati, ki smo jih dobili, se niso skladali z našimi pričakovanji. V močnejšem (I.) 
inkompatibilnostnem razredu je povprečni odstotek samooprašitve znašal 32,3 %, v 
šibkejšem razredu pa manj in sicer 24,5 %.  Glede na literaturo se pri razredu I razvije od 0 
do 10 pelodnih cevk, pri razredu II pa od 10 do 30 pelodnih cevk. Odstotek samooprašitve 
je torej v inkompatibilnostnem razredu I izredno nizek (Rudolf Pilih, 2006). V našem 
primeru se to ni pokazalo. Sklepamo lahko, da se samoinkompatibilnost, preverjena z 
molekularnimi markerji, ne bo nujno izrazila tudi na fenotipskem nivoju. Vzrok za tako 
velik odstotek samooprašitve bi bilo lahko nesočasno cvetenje ali pa neugodne vremenske 
razmere. Če bi rdeče zelje cvetelo v istem času kot belo, bi najverjetneje dobili veliko več 
heterozigotnih rastlin. Ker pa je bila kompeticija peloda v času cvetenja belega zelja zelo 
majhna, se je lahko v večji meri samooprašilo. Število posajenih kombinacij rastlin (belo in 
rdeče zelje) je bilo skupno 12, vendar smo dobili seme samo pri 2 kombinacijah in na 
podlagi tega težko delamo zaključke o primernosti oz. neprimernosti molekularnih 
markerjev. 
 
Študija, ki je bila izvedena leta 2019 (Xiao in sod., 2019) je pokazala, da so linije iz 
inkompatibilnostnega razreda II lahko močno samoinkompatibilne. Fenotipski pregled 
kalitve pelodnih cevk je pokazal, da večina pelodnih cevk po samooprašitvi ni kalila. 
Analiza genov iz skupine S-lokusa ni pokazala razlik med SCR, MLPK in THL1 
fragmenti. So pa zaznali nekaj SNP mutacij pri genu ARC1, ki so privedle do spremembe 
17 aminokislin. Tudi pri genu SRK so opazili mutacije, ki pa niso vplivale na spremembo 
aminokislin. Izvedene so bile tudi analize QTL za celoten genom križanca dveh linij iz 
razreda II (ene samokompatibilne in ene samoinkompatibilne). Ugotovili so, da poleg 
genov S-lokusa obstajajo tudi drugi, še neraziskani dejavniki, ki vplivajo na izražanje 
samoinkompatibilnosti. Menijo, da bi bili potencialni kandidati lahko geni, ki sodelujejo v 
embriogenezi in pri razvoju cvetnega prahu. 
 
Zaključimo lahko, da liniji 156 (Atria x 4) in 207 (KO x 7) nista primerni za pridobivanje 
hibridnega semena zgolj s pomočjo mehanizma samoinkompatibilnosti. Da se izognemo 
samoopraševanju, bi bilo potrebno uporabiti druge metode, na primer vnos CMS 
(citoplazmatske moške sterilnosti) v linijo ali pa uporabo kemičnih sredstev. Uporaba 
semenskih linij za proizvodnjo semena, ki bi bile močno samoinkompatibilne, bi bila 
cenejša in časovno manj potratna kot vnos CMS ali uporaba gametocidov. 
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4.2.2 Pregled rastlin z mikrosatelitnimi markerji 
Po štetju homo- in heterozigotnih rastlin smo naključno izbrali 20 homozigotnih in 20 
heterozigotnih rastlin pri vsaki od obeh linij (skupaj 80). V laboratoriju smo izolirali DNA 
in namnožili fragmente na osmih različnih lokusih (dva lokusa z enim fluorescentnim 
barvilom – FAM, VIC, NED in PET). Vzorce smo nato poslali na Oddelek za zootehniko 
(Groblje 3, Domžale) in jih v programu Genemaper 4.0 (Applied Biosystems) analizirali 
(Slika 11). 
 
Slika 11: Analiza vzorcev v programu Genemaper 4.0 (levo: homozigotna rastlina; desno: heterozigotna 
rastlina) 
Ker smo pri posameznem fluorescentnem barvilu dodali v PCR mešanico po dva para 
začetnih oligonukleotidov, naj bi pri homozigotih pomnožili po dva alela, pri heterozigotih 
pa načeloma štiri. Če imata starša heterozigota enake alele na pregledovanih lokusih, je 
lahko vidnih manj vrhov (dva ali trije). V tem primeru heterozigotov ne bi mogli določiti 
(zato uporabljamo večje štvilo začetnih oligonukleotidov – preverjamo na več lokusih). Pri 
lokusu PET se je zgodilo, da smo pri heterozigotih namnožili fragmente samo treh 
različnih dolžin. Ker pa sta fragmente enake dolžine pomnožila tako začetni oligonukleotid 
PET 53 kot tudi PET 87, smo brez težav vedeli, ali gre za heterozigotno rastlino ali ne. Na 
vseh omenjenih lokusih pa smo določili naslednje alele: 
 
- lokus FAM 391+825: pri homozigotih smo določili 2 različna alela in sicer 237 bp 
(825) in 374 bp (391), pri heterozigotih pa poleg omenjenih še 241bp (825) in 
325bp (391); 
- lokus VIC 492+632: alela pri homozigotih sta bila 150 bp (632) in 208 bp (492), 
pri heterozigotnih rastlinah pa poleg teh še 135 bp (632) in 202 bp (492); 
- lokus NED 338+484: homozigotne rastline so imele na teh dveh lokusih alele 153 
bp (484) in 275 bp (338), heterozigotne pa tudi 145 bp (484) in 285 bp (338); 
- lokus PET 53+87: pri samooprašenih rastlinah smo določili dva različna alela in 
sicer 155 bp (87) in 273 bp (53), pri križanih rastlinah pa smo pomnožili še en 
dodaten alel in sicer dolžine 150 bp (87). Vsi križanci so torej imeli namesto štirih 
alelov samo tri, kar pomeni, da je bil en lokus homozigoten.  
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5 SKLEPI  
Z raziskavo smo želeli ugotoviti, ali so molekularni markerji primerni za uvrstitev zelja v 
inkompatibilnostne razrede ter določitev, ali je prišlo do samooplodnje oziroma križanja. 
Pred izvedbo poskusa smo postavili tri hipoteze. Ugotavljali smo, ali lahko z gotovostjo 
trdimo, da je mogoče čisto linijo belega zelja uvrstiti v določen inkompatibilnostni razred. 
Z molekularnimi markerji smo linije uspešno razvrstili v razrede.  Po pregledu čistih linij 
zelja z molekularnimi markerji smo preizkusili, ali lahko s pomočjo križanja linij belega in 
rdečega zelja potrdimo močno oziroma šibko izraženost samoinkompatibilnosti. Pri 
potomcih smo izredno enostavno in hitro določili homozigote oz. heterozigote na 
fenotipskem nivoju. Ugotovili pa smo, da se rezultati med seboj niso skladali. Razlika med 
razredoma v % samooprašitve je bila sicer dokaj nizka. V močnejšem inkompatibilnostnem 
razredu je bil namreč odstotek samooprašitve 32,3 %, medtem, ko je bil v razredu s šibko 
izraženo samoinkompatibilnostjo 24,5 %. Potrebne bi bile nadaljnje raziskave, kjer bi 
morali zagotoviti sinhrono cvetenje belega in rdečega zelja ter optimalne agrotehnične 
ukrepe v času rasti. Za preverjanje primernosti molekularnih markerjev za določevanje 
inkompatibilnostnih razredov bi bile potrebne nadaljnje raziskave. Predvsem bi bilo 
potrebno ugotoviti, zakaj so v našem poskusu delovali samo markerji, ki pomnožujejo 
kinazno domeno SRK gena. Ostale markerje bi bilo potrebno izboljšati in optimizirati 
postopke analiz.  
 
V zaključni fazi raziskave smo preverjali, ali so molekularni markerji primerni za potrditev 
samooplodnje oziroma križanja. Uporabili smo mikrosatelitne markerje, ki so se izkazali 
kot zelo primerni. Analiza je dokaj enostavna, poleg tega pa lahko takšno testiranje 
izvedemo že zelo zgodaj (z izolacijo DNA iz semen iz zelenih luskov) in se tako izognemo 
časovno potratni vzgoji sadik. To hipotezo smo torej potrdili. 
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6 POVZETEK 
Zelje predstavlja eno najbolj razširjenih zelenjadnic v Sloveniji. V preteklosti so 
pridelovalci in kmetje posegali po avtohtonih slovenskih sortah, danes pa na trgu 
prevladujejo hibridi. Eden od žlahtnjiteljskih ciljev je poenostaviti postopke pridobivanja 
hibridnega semena in znižati stroške le teh. 
 
Pri pridelavi hibridnega semena si lahko pomagamo s sistemom samoinkompatibilnosti. 
Pri križnicah je ta sistem precej razširjen in dokaj dobro raziskan. Uporabimo ga tako, da v 
križanja vključujemo le linije, ki imajo močno izraženo samoinkompatibilnost. V družini 
Brassicaceae se pojavlja sporofitna oblika samoinkompatibilnosti, kar pomeni, da je 
nadzorovana preko diploidnega genoma rastline. Pri tem sodeluje več genov, med katerimi 
so najbolj raziskani SLG, SCR in SRK gen. Z razvitimi molekularnimi markerji je možno 
pomnožiti različne regije omenjenih genov in tako določiti, ali spada rastlina v močnejši ali 
šibkejši inkompatibilnostni razred. 
 
V ta namen smo zasnovali nalogo, v kateri smo preverili primernost molekularnih 
markerjev za določanje inkompatibilnostnih razredov pri belem zelju. Uporabili smo 9 
parov oligonukleotidnih začetnikov (PK1/PK4, S29SF/S29SR, SR15SDF3/SR15DR3, 
DF/DR, BoSC2F1/BoSC2R1, BoSC2F2/BoSC2R2, S15SPF/S15SPR, KD5/KD8 in 
KD4/KD7), ki pomnožujejo različne regije SRK in SCR genov. Izkazalo se je, da so 
najprimernejši začetni oligonukleotidi tisti, ki pomnožujejo kinazno domeno SRK gena 
(PK1/PK4, KD5/KD8 in KD4/KD7). Čiste linije, ki smo jih preverili s temi markerji, smo 
nato vključili v križanje z rdečim zeljem za poskus fenotipskega določanja potomcev. 
Zaradi neistočasnega cvetenja belega in rdečega zelja ter neugodnih klimatskih razmer, 
smo pridobili seme samo na dveh lokacijah od izbranih dvanajstih. Rastline, ki smo jih 
pridobili, smo najprej ocenili na podlagi fenotipa. Zaključimo lahko, da je takšna ocenitev 
precej enostavna, saj se homo- in heterozigotne rastline zelo razlikujejo med seboj. Nato 
smo mlade rastline preverili še z mikrosatelitnimi markerji, da bi videli, ali je prišlo do 
križanja oziroma samooprašitve. Ugotovili smo, da je takšna molekularna analiza zelo 
zanesljiva in natančna. Odstotek samooprašitve pa je bil v obeh inkompatibilnostnih 
razredih previsok, da bi bile linije primerne za vključitev v pridobivanje hibridnega 
semena. Prišli smo do sklepa, da zgolj z uporabo molekularnih markerjev za določanje 
inkompatibilnostnih razredov ne moremo pravilno določiti stopnje izražanja 
samoinkompatibilnosti, lahko pa nanjo sklepamo že iz samega genotipa križancev. Seveda 
pa smo do teh rezultatov prišli na podlagi pridobljenega semena samo na dveh lokacijah. 
Križanja bi bilo potrebno preveriti na veliko večjem številu čistih linij, da bi z gotovostjo 
lahko potrdili to trditev. 
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